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LAMPIRAN 

Lampiran 1 : Skema Kerja  

  

1 gr tanah + 9 ml NaCl 
(Media Pengencer)  

10-4, 10-5, dan 10-6  

Isolasi dan Pemurnian  

Karakterisasi  

Pengamatan Morfologi  

Pewarnaan Gram (warna dan 
bentuk sel)  

Uji Biokimia  Uji resistensi  

Uji Potensi  

Identifikasi dengan buku 
Bergey’s Manual of 

Determinative Bacteriology 
seventh edition. 



 

 

 

Lampiran 2 : Skema pengambilan sampel dan isolasi  

  
Pengambilan sampel 

tanah 

 Diambil sampel tanah dari tiga titik  

 Dibersihkan tanah dari sampah, ranting atau 

rumput  

 Dsimpan tanah pada toples steril  

Isolasi bakteri  

 Dimasukkan sampel tanah diambil 1 gr lalu pada 

media pengencer  

 Dilakukan pengenceran secara bertingkat sampai 

tingkat 10
-6

 

 Diisolasikan 0.1 ml hasil pengenceran tingkat 10
-4

, 

10
-5

 dan 10
-6

 pada media NA dengan metode tuang 

 Diinkubasi selama 2x24 jam  

Seleksi dan 

pemurnian   

 Diinokulasikan hasil isolasi pada media 

NA+Pb(NO3)2 100 ppm  

 Diinkubasi selama 2x24 jam  

Isolat murni 



 

 

 

Lampiran 3 : Skema pengamatan makroskopik, pewarnaan gram dan uji 

biokimia  

1.  Pewarnaan gram  

 

   

Hasil isolasi  

 Diamati bentuk, tepian, elevasi dan warna dari koloni bakteri  

Pewarnaan Gram :  

 Diambil isolat dengan ose lalu dihomogenkan dengan aquades 

diatas kaca objek 

 Dikeringkan dengan cara fiksasi  

 Diteteskan larutan crystal violet, didiamkan satu menit lalu 

dibilas dengan aquades  

 Ditetesi lugol, didiamkan satu menit lalu dibilas dengan 

aquades  

 Ditetesi alkohol 96% selama lima detik  

 Ditetesi safranin, didiamkan satu menit lalu dibilas dengan 

aquades  

 Dikering anginkan  

 Diamati preparat dengan mikroskop dengan perbesaran 100 x  

  

Hasil:  

BTP 01 : positif, streptobasil  

BTP 02 : negatif, streptobasil  

BTP 03 : negatif, streptobasil 

BTP 04 : negatif, streptobasil 

BTP 05 : positif, streptobasil 

BTP 06 : negatif, monobasil  

BTP 07 : positif, monobasil  

BTP 08 : positif, monobasil 

BTP 09 : positif, monobasil 

BTP 10 : positif, streptobasil 

BTP 11 : positif, streptobasil 

BTP 12 : positif, monobasil 

 



 

 

 

2.  Uji TSIA  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.  Uji SIM (indol dan motil)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Isolat Bakteri  

 Diambil sebanyak satu ose bakteri  

 Diinokulasikan pada mdia TSIA dengan cara ditusukkan 

secara tegak lurus dan digores secara zig-zag pada permukaan 

media.  

 Diinkubasi selama 2x24 jam  

Hasil:  

BTP 01 : K/A, Gas: +, H2S: - 

BTP 02 : K/A, Gas: -, H2S: - 

BTP 03 : K/A, Gas: -, H2S: - 

BTP 04 : K/A, Gas: -, H2S: - 

BTP 05 : K/A, Gas: +, H2S: - 

BTP 06 : K/A, Gas: -, H2S: + 

BTP 07 : K/A, Gas: -, H2S: - 

BTP 08 : K/A, Gas: -, H2S: - 

BTP 09 : K/A, Gas: -, H2S: - 

BTP 10 : K/A, Gas: +, H2S: - 

BTP 11 : K/A, Gas: -, H2S: - 

BTP 12 : K/A, Gas: -, H2S: - 

 

Isolat Bakteri  

 Diambil sebanyak satu ose bakteri  

 Diinokulasikan pada media TSIA dengan cara ditusukkan 

secara tegak lurus  

 Diinkubasi selama 2x24 jam  

 Diamati pertumbuhan bakteri untuk hasil motilitas  

 Ditambahkan senyawa kocas untuk mengetahui hasil indol  

 Diamati perubahan warna untuk hasil uji indol  

 Hasil:  

Seluruh isolat negatif indol dan 

positif motil  



 

 

 

 

4.  Uji SCA  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.  Uji katalase  

 

  

Isolat Bakteri  

 Diambil sebanyak satu ose bakteri  

 Dioleskan pada permukaann objek glass  

 Diteteskan 2-3 tetes H2O2 3%  

 Diamati ada atau tidaknya gelembung gas  

Hasil:  

Seluruh isolat katalase positif 

kecuali BTP 09 katalase negatif  

 

Isolat Bakteri  

 Diambil sebanyak satu ose bakteri  

 Diinokulasikan pada permukaan media secara zig-zag dan 

ditusukkan sampai bagian dasar media  

 Diinkubasi selama 24 jam  

 Diamati perubahan warna media   

Hasil:  

BTP 01 : positif  

BTP 02 : negatif  

BTP 03 : negatif 

BTP 04 : positif 

BTP 05 : negatif 

BTP 06 : positif  

BTP 07 : positif  

BTP 08 : negatif  

BTP 09 : negatif  

BTP 10 : positif  

BTP 11 : negatif  

BTP 12 : negatif  

 



 

 

 

Lampiran 4: Skema uji resistensi dan potensi  

1. uji resistensi bakteri terhadap timbal 

 

 

 

 

 

2. Uji potensi bakteri terhadap penurunan kadar timbal  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Isolat Bakteri  

 Diambil sebanyak satu ose bakteri  

 Diinokulasikan pada media NB + Pb(NO3)2 100 ppm  

 Diinkubasi selama 24 jam pada incubator shaker  

 Diuji OD media yang telah diinkubasi menggunakan 

spektrofotometer dengan panjang gelombang 600 nm.  

Hasil uji resistensi  

Isolat Bakteri  

 Diambil sebanyak satu ose bakteri  

 Diinokulasikan pada media NB + Pb(NO3)2 100 ppm  

 Diinkubasi selama 24 jam pada incubator shaker  

 Disentrifugasi media yang telah ditumbuhkan bakteri dengan 

kecepatan 10.000 rpm selama 5 menit 

 Diukur kadar timbal dengan menggunakan spektrofotomter 

serapan atom.  

 Dihitung penurunan kadar timbal dan persentase 

penurunannya.  

Hasil uji potensi   



 

 

 

Lampiran 5 : Logbook Penelitian  

 

No.  
Waktu 

Pelaksanaan  
Jenis Kegiatan  Keterangan  

1 

 

 

 

 

Senin, 6 

November 2023 

 

 

 

 

Pembuatan 

Media NA 

Media NA dibuat sebanyak 400 

mL. 400 ml aquades dilarutkan 

dengan 8 gram NA menggunakan 

strirrer diatas hot plate. Media yang 

sudah larut kemudian disterilkan 

didalam autoklaf dengan suhu 121º 

C selama 15 menit.   

 

  Pembuatan media 

NB  

Media NB dibuat sebanyak 1 liter. 

1 liter aquades dilarutkan pada NB 

yang telah ditimbang sebanyak 8 

gram diatas hotplate dan stirrer. 

Media selanjutnya disterilkan 

dengan menggunakan autoklaf  

  Pembuatan 

larutan stok 

Pb(NO3)2 1000 

ppm  

1 gr Pb(NO3)2 dilarutkan pada 

aquades 1000 ml untuk 

mendapatkan larutan stok Pb(NO3)2 

1000 ppm.  

2  Kamis, 9 

September 2023  

Pengambilan 

sampel tanah  

Sampel tanah diambil dari tiga titik, 

dengan menggunakan sekop yang 

telah dicuci dengan menggunakan 

aquades. Sampel tanah 

dihomogenkan dan disimpan dalam 

toples steril kemudian ditutup 

menggunakan alumunium foil.  



 

 

 

3  Jumat, 10 

November 2023  

Isolasi bakteri  Isolasi bakteri dengan 

menggunakan media NA. Sampel 

tanah diencerkan terlebih dahulu 

menggunakan larutan fisiologis 

NaCl. 1 gr tanah dilarutkan pada 9 

ml NaCl untuk pengenceran 

pertama. Pengenceran dilakukan 

sampai tingkat 6. 0,1 ml dari 

pengenceran tingkat 4,5 dan 6 

diambil dan diisolasikan pada 

media NA.  

4 Senin, 13 

November 2023  

Seleksi dan 

pemurnian isolat 

bakteri  

Hasil isolasi bakteri yang tumbuh 

pada media NA selanjutnya akan 

dimurnikan pada media NA+ 

Pb(NO3)2 dengan konsentrasi 100 

ppm.  

5  Rabu, 15 

November 2023  

Uji resistensi 

isolat bakteri 

Isolat bakteri yang tumbuh  pada 

media seleksi (NA+Pb(NO3)2) 

selanjutnya akan dilakukan uji 

resistensi. Uji resistensi dilakukan 

dengan menumbuhkan isolat 

bakteri pada media NB yang 

ditambahkan Pb(NO3)2 dengan 

konsentrasi 100 ppm. selanjutnya 

media yang akan diinkubasi dengan 

inkubator shaker selama 24 jam.  



 

 

 

6  Kamis, 16 

November 2023  

Pengukuran nilai 

absorbansi (OD) 

pada media NB+ 

Pb(NO3)2 dengan 

konsentrasi 100 

ppm.  

Setelah masa inkubasi selama 24 

jam dalam inkubator shaker, media 

selanjutnya diuji nilai 

absorbansinya menggunakan 

spektrofotmetri uv-vis. Uji nilai OD 

menggunakan panjang gelombang 

600 nm.  

7  Senin, 27 

November 2023  

Pembuatan media 

TSIA  

Media TSIA ditimbang sebanyak 

13 gram, selanjutnya dilarutkan 

dengan aquades 200 ml dengan 

menggunakan stirrer diatas hot 

plate. Media selanjutnya akan 

disterilisasi dengan menggunakan 

autoklaf selama 15 menit dengan 

suhu 121ºC.  

  Pembuatan media 

SIM 

Media SIM ditimbang sebanyak 6 

gr dan dilarutkan dengan 200 ml 

aquades dengan menggunakan 

stirrer diatas hot plate. Media 

selanjutnya akan disterilisasi 

dengan menggunakan autoklaf 

selama 15 menit dengan suhu 

121ºC. 

  Pembuatan media 

SCA  

Media SCA ditimbang sebanyak 

4.5 gr dan dilarutkan dengan 200 

ml aquades dengan menggunakan 

stirrer diatas hot plate. Media 

selanjutnya akan disterilisasi 

dengan menggunakan autoklaf 

selama 15 menit dengan suhu 

121ºC. 



 

 

 

8  Selasa, 28 

November 2023  

Uji Katalase  Isolat bakteri diosekan pada kaca 

objek steril, lalu ditetekan larutan 

H2O2 3% sebanyak 2-3 tetes, lalu 

ditunggu beberapa saat, hasil positif 

akan ditandai dengan terbentuknya 

gelembung.  

  Uji TSIA  Media TSIA dimasukkan pada 

tabung reaksi dan dimiringkan 

hingga media membeku. Isolat 

bakteri diambil dengan 

menggunakan ose lalu ditusukkan 

pada media sampai sepertiga dasar 

tabung, lalu digores secara zig-zag 

pada permukaan media. Media 

selanjutnya akan diinkubasi selama 

2x24 jam.  

  Uji SIM  Isolat diinokulasikan pada media 

SIM dengan mengambil isolat 

bakteri menggunakan ose lalu 

dituskkan pada media SIM. Media 

selanjutnya akan diinkubasi selama 

2x24 jam. Untuk melihat motilitas 

isolat bakteri dilihat dari 

penyebaran pertumbuhan bakteri, 

jika menjauhi garis inokulasi 

menunjukkan hasil positif. Untuk 

uji indol dilakukan dengan 

menambahkan senyawa kovacks, 

perubahan warna menjadi merah 

menunjukkan hasil positif. 



 

 

 

  Uji SCA  Isolat bakteri diinokulasikan pada 

media SCA dengan ditusukkan 

pada bagian dasar dan membuat 

goresan pada permukaan media. 

Media selanjutnya akan diinkubasi 

selama 18-24 jam. Perubahan 

media menjadi biru menunjukkan 

hasil positif.  

  Uji pewarnaan 

gram  

Isolat murni diambil menggunakan 

jarum ose lalu dihomogenkan 

dengan akuades di atas kaca objek 

steril. Selanjutnya dilakukan fiksasi 

preparat di atas api sampai preparat 

kering. Larutan crystal violet 

diteteskan di atas preparat yang 

sudah kering dan didiamkan satu 

menit lalu dibilas menggunakan air 

kemudian preparat 

dikeringanginkan. Selanjutnya, 

larutan lugol diteteskan di atas 

preparat dan didiamkan selama satu 

menit kemudian dibilas dengan air 

kemudian dikeringanginkan. 

Tahapan selanjutnya adalah proses 

dekolorisasi dengan cara ditetesi 

larutan alkohol 96% setetes demi 

setetes sampai alkohol terlihat 

jernih. Kemudian, dibilas dengan 

air dan dikeringanginkan. Pada 

tahapan terakhir, pewarna safranin 

diteteskan di atas preparat dan 



 

 

 

ditunggu sampai satu menit 

kemudian dibilas dengan air dan 

dikeringanginkan. Preparat yang 

dihasilkan selanjutnya diamati 

dengan menggunakan mikroskop 

binokuler 

9 5 Desember 

2023 

Uji potensi 

penurunan timbal 

oleh isolat 

bakteri.  

Isolat bakteri diosekan pada 50 ml 

media NB+ Pb(NO3)2 dengan 

konsentrasi 100 ppm dan diinkubasi 

selama 24 dengan inkubator shaker.   

10 6 Desember 

2023  

Sentrifugasi 

media  

Media yang sudah diinkubasi 

selama 24 jam, selanjutnya akan 

disentrifugasi menggunakan 

centrifuge dengan kecepatan 10.000 

rpm selama 5 menit untuk 

mendapatkan cairan supernatan.  

11 11 desember 

2023  

Pengantaran 

sampel ke 

laboratorium 

BSPJI  

Sampel disimpan didalam freezer 

sebelum dilakukan uji kadar timbal  

12 12 Desember 

2023  

Persiapan sampel  Sampel dimasukkan kedalam 

beaker glass sebanyak 25 ml, lalu 

ditambahkan HCl 25 ml dan asam 

nitrat 10 ml. Selanjutnya panaskan 

sampel diatas hotplate dengan suhu 

100ºC sampai volume sampel 



 

 

 

berkurang menjadi 25 ml.  

13  13 desember 

2023  

Periapan sampel  Sampel yang sudah berkurang 

selanjutnya disaring dengan kertas 

saring kedalam erlenmeyer.  

14 14 desember 

2023  

Pengukuran 

kadar timbal pada 

sampel  

Sampel yang sudah dipreparasi 

selanjutnya akan diinjeksikan 

kedalam SSA lalu diukur 

serapannya pada panjang 

gelombang 283,65 nm.  

1. Pembuatan media NA (Nutrient Agar) 

   

  

 



 

 

 

2. Pengambilan sampel tanah  

   

  

 

3. Pengenceran dan Isolasi Bakteri  

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

4. Seleksi dan Pemurnian  

   

5. Uji Resistensi  

   

 
 

 



 

 

 

6. Pembuatan Media TSIA, SIM dan SCA  

   

   

7. Uji Biokimia  

   



 

 

 

   

8.  Uji Pewarnaan Gram  

   

  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

9. Uji Potensi Penurunan Kadar Timbal  

   

   

 

 

   



 

 

 

Lampiran 6 : Hasil Isolasi Bakteri  

   

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Lampiran 7 : Hasil Isolat Bakteri yang Telah Dimurnikan 

 

 

 

   

   

   

   



 

 

 

Lampiran 8 : Hasil Uji Biokimia Menggunakan Media TSIA, SIM dan SCA  

 

   

   

   

   

 



 

 

 

Lampiran 9 : Hasil Uji Katalase  

 

   

   

   

   

 



 

 

 

 

Lampiran 10 : Hasil Pewarnaan Gram  

 

   

   

   

   

BTP 01  BTP 02 BTP 03 

BTP 04 BTP 05 BTP 06 

BTP 12  

BTP 09  BTP 07  BTP 08  

BTP 11  BTP 10 



 

 

 

Lampiran 11 : Perhitungan  

 

1. Perhitungan pembuatan larutan Pb(NO3)2 100 ppm media NA  

V1 x M1   = V2 x M2  

V1 x 1000 ppm  = 400 ml x 100 ppm 

V1    = 40 ml  

2. Perhitungan pembuatan larutan Pb(NO3)2 100 ppm media NB  

V1 x M1   = V2 x M2  

V1 x 1000 ppm  = 1000 ml x 100 ppm 

V1    = 100 ml  

3. Perhitungan konsentrasi logam timbal yang turun  

R = Ko-Ka (mg/L) 

R = 36,3946 – 0,003  

R = 36,3916 mg/L  

4. Perhitungan efisiensi (persentase) penurunan kadar timbal  

 = 
R

Ka
× 100%  

 = 
 6,   6

 .    
× 100%  

E = 99,99%  

  



 

 

 

Lampiran 12 : Surat Izin Penelitian dari Kepala Desa Bandar Khalipah 

Kcematan Percut Sei Tuan  

 

 



 

 

 

Lampiran 13 : Surat Izin Penelitian dari Laboratorium Mikrobiologi FMIPA 

USU 

 



 

 

 

Lampiran 14 : Surat Izin Penelitian dari Balai Standarisasi dan Pelayanan 

Jasa Industri Medan  

 

 

 



 

 

 

Lampiran 15 : Hasil Analisa Kadar Logam Timbal dari Laboratorium 

BSPJI Medan  

1. Panjang Gelombang  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

2. Hasil Analisa  
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